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Apparpil ri>$tine a ('execution automotique et repetee J'un cycle Therrnjque pour le iraitement d'echantillnn* 
biologiQue*. 
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(b7) Apoareil destine i I'eiieution automatiquc ct rfteetee dun 
cycle the r mi quo pour le tuiterncttl O'un ecnantfllOft. parTiCUlie* 
remem pour un ecfisntillon biolodioue. comorenam une en- 
ceinte 6 close conform** pour eennituer un mgycn de ehemi- ' 
nomenf dc I'ficherrtilton. dci niuyeiis 3. 4. 11,. 12 pour 83SUTeT 

le dftpitcemtnt at i ecnantiifon sur la tottlite* du mnynn n> 

eheminement et d«* fOn« I regulation trwrmiquc ditfftrente 7. . 
15, 16 aucccwivwnent tr»>at»e» pir.le moycn de cnemina- 
merit 

-.' Dt prtferenr.*. I'*«cemta qui eoneiituc Ic moyen de chemi- 
nemcnt cat un- tube cepM* qui peui avoir une forms spirals, 
former une" boucie fetmee ou avoir une form* fin&ilr*. Lei' 
moytnt da ehauffoge et de rafyoid*icecmcnt aont oasures pai 
dec icncs thermostats** qui peuvern foumlf un Q radiam ther- 
mlque continu . rfcQuber ou irflaulief. ou wmstituw un system* " 
di^COnting ~L>* f**f*renee. le moyen do dcplocement de I'e- 
ehenfillon cat magnetique. 
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L' Invention concern* un appareil destind a 1' execution 
automatique et repetee d'un cycle Mermiqu* pour ie- 
traitamcnt d • wchantlllons biologiques . 



10 



15 



2C\ 



25 



Un tel appareil est suaceptible de nombreuaes. applications 
en bioiogie, «t cn particulier en microbiologic, Dans ce 
dernier . domaine, la necessity de traiter un ' echantillon 
biolorjigue a des temperatures differentes derive da deux 
caractcristiques rondamentales. Tout d'abord, l'activi^e 
d'une enzyme depend fortement de la temperature, cheque 
enzyme a une temperature optimal* de fonctionnement et son. 
activity diininue graduellement lorsqu'on .a' ecarxe de cette 
, te ! a . P ^ J : a .t uro * Les c °uraes qui representent I'sr.tivite 
enzyraatique *n ronetion de la temperature aont 
caracteristiques de chaque enzyme. Ensuite, l a reaction 
d'hybridation woleculaire entre deux sequences d'acides 
nuclfciques est directement iiee a la temperature. Cette 
nycridation &c fonde. sur la compl omental ite des bases, de. 
deu* sequence*,- elle peut se produire entre deux molecules 
d'acido desvxyribonucl eique (ADN) , deux moler.ules d*acid* 
ribonucl^ique (AJW) ou entre une molecule d 1 ADN et une 
molecule d'ARN. Cctte hybridation parmet d'obtenir un 
appariement par formation de liaisons hydrogens, soit entre 
deux molecules dir£erente.$, coit entre deux sequences 
complement a ires as la mem© molecule. Dans ce dernier caa, 
il a'agit d'un arrangemcnt .de la molecule . d» ARK ou d'ADN 
qui derinit sa structure secondaire.. ta temperature jo'ue un 
,rdle essential dans 1 'hybridation at ohaque sequence d'ADN 
(ou d ' APK) eat delinie par sa' Ts, e'est-a-dire la 



09-JfiN-1996 14:38 FROM Dl BE LURTQM BROOMHEAD 



TO 



p i SHiR 1 CHflRDSQN P . 04. "15 



2«.5QC57 

- 2 - 

temperature * laquelle 50% des s^uences sont appariees a 
de.« sequences coaplementaires. La ITn d'une Sequent? donne« 
as* mecuree experiiuentalement par speetrophotometrie grace 
a 1 'hyperchromia & 2to nm qui accompagno la separation (ou 
5 la denaturation) de deux sequences compliment aires d'ADN. 

Toutes les sequences d'ADN torment une chalne simple a des 
temperatures olevecs (100'C), tandis que la chain* double 
se forme a basse temperature (10 a 20*C) . 

La Tm d'une sequence d'ADN depend pour 1* essential de deux 
10 facteurs: la sequence propremcnt dite et la, force ionique 
du milieu, y.n rjeneral,- clle est comprise entre 20 et SVC. 
La qrande majorite des reactions moidculaire* peut done 
atra conduite dens des conditions thflnnique* parfaitcraent 
difinies et controlees, Certainos de cee reactions exigent 
IS d' employer successivemant d«c temperatures' differences, ce 
qui' peut 6tre obtenu avec l'appareil belon l f invention. II 
s'agit, en particulicr, de l'hydrolyse au moyen d' pnzyme* 
d* restriction! de modifications enzymatiqu** de 1'ADN, dc 
reactions en'zyiaatiques en cascade, de l'ieolcment de 
20 sequences r6p£titives d'ADN fit de 1 ' amplification genetique 
par la reaction «n chaine de la- ' polymerase. Ces 
applications s*ront expocecs;pius en detail ci-apres. 

Hvdrolyse dc 1 1 ADN par de s enzymes de restriction 

Une enzyme de restriction permet do couper- une chaine 
25 double ADN/ ADN en une position specif ique d^finie par la 
s^quenca. La grande majorite de ces enzymes ont une 
temperature d'aetivite optimale de 37 *C. La duree 
d'incubetion, a 37*C, de l'ADN avec I'ensyme varie entre 
30 minutes et piusieurs heures. il oat- facile d'inactlver 
3 0 1' enzyme par incubation de 1 ■ dchentillon pendant , piusieurs 
minutes a 100 # C, unc temperature a iacweile. I ! en2yme est* 
ddnaturie de £a$on irreversible. 
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c& traitemenfr denature 

doutue ] ftrsgue la teinn .; USSl 1,AnM - r « f °™« una.ehair, 

, i« j.a. temperature ^et 
de no a 20 . c . j. * , urt * st P^resaxvement abai BS<ia 

feut ecre r, a ;iiec par etap«s. 

- l«s poaynuclpetidea *ina Ses 
~ les ligases 

les AON et XRN polymerases 

- l«c e n do llU cl 6ases et exonucl 6as „ 

entre deux ration* cn zyaiaT:iqueSt 

- — HBt "' v " dp s equence s d 'ADM 
c «rtainles sequences d « ABN-'- 

restaur** oar *tar,« - - ^nature* tlJerniquement aont • 
(ta.ui. i, , ..„ lvl „ Pr.»i.r ' 



(families 2), des sequences psu rep6titivee (famille 3) et 
enfin des sequences viniquoc (famille 4). XI est possible 
d'isoler ces differences families* en faisant passer 
1 'echantillon dana des colonnes d'af finite de typo 
hydroxy-apatite, ce qui permet *de s£par*r les ADN a chaine 
simple et double, ces molecules passant dans lea colonne^ a 
une temperature precise Tors du refroidiasement par etapes 
de l'ecftantillon. La temperature de la premiere coionne est 
voisine de la Tm dec sequences de la famille 1, Dans ces 
conditions, les sequences de la ramille 1 peuvent etrc 
sdparccs des sequences des families 2, 3 et 4. tre meme 
procede s* applique aux sequences dec families 2, 3 et 4. 
L'appareil selon 1* invention est part iculi element, bien 
adapte a la realisation de oette sequence theraique. 

Amp 1 if ication du nombre de seq uences d*ADN par la reaction 
en chaine de la poly me rase fmethode PCM) 

cette technique,, permit d 1 amplifier epeeif iquement le nomsre 
de copies d'une sequence d ' AON chaine double, Le prinei.pe 
de c©tta methode PCR' (R.K', SaiKi ~et "Coll. , Science, 230, 
1985, 1350 13C4) consiste a employer l.'activita dc la DNA 
polymerase DNA dependante qui initie la cynthese a paitir 
d' oligonucleotides (PI et P3) ajoutes dans le milieu 
reactiqnnel -tin cycle ■ d* amplification se co-moose de- trois 
etapes succeseivess 

- Etapc l 

Oenaturation de I'ADN a chaine double a DO-110'C. 

■ ' ■ _ ./ 

- Etape 7 ■ t ' . , 
Hybridation des oligonucleotides "amorces" -(IS a 35 
■ nucleotides) PI et P2 sur les sequences ciblee. . 

?1 s'hytride avec la chaine ; (+j . et- ?2 avec la chaine (-) .;' 
Cette etape ost rcalisee a une temperature pro cne . de la 
moyenne des Tm de Pi et de P2 . 
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- Etape 1 

Synthese de la chainc coraplementaire d*ADN par * extension 
des amorces Pi et V2 ( graces a l*activite d'ujie ADN 
polymerases. Carre etape a lieu a unc temperature voislne de 
s la t«mperarure optima le de fonctionneaent de 1' enzyme, soit 
& JVC pour le fragment Klenow, spir a 72 # C p<utr la Tag 
polymerase. 

Aprec un cycle d' ampiif icati on, 1© nombre de sequences 
complete** par Fl et P2 est wultiplie par deux; U est' 
10 multiplie par 4 apres 2 cycles, par 6. apres trois eyries, 
par 1024 apre* 10 cyelcs et par 1 04tf 576 apres 20 cycles. 
De facon generalc, le taux d 1 amplification aproe n cycles 
est 2 n . Un cycle d • amplirication consist© en trois stapes 
theraiques successive^ et l'acheve&ent d'une reaction PCR 
demand© environ 10 a 60 cycles* Cheque etape tfcenaicjie dure 
en general de 1 a 5 minutes, L 1 automatisa t ion de cette 
technique rptpresentc done un progres considerable. 

L 1 invention concerns un appare.il destine a 1 'execution 
automotique et repetee d'un cycle thermique pour Is 
traitewent C'Un er.hantillon biologique; cet appareil 
uomprenant une enceinte close contormee pour constituer un 
lnoyen d* ehemincnent d'un ecnantillon biologique, . d«» 
tooyens pour assurer' le deplaceaent de 1 ' echantillon 
biologique su'r .la totalite du »oyen de chewinement , et des 
zones a regulation thermiquc dif£erente f successivement 
traversees par 3e.si©y©n de cheminejnent.. 

De preference, 1' enceinte qui constitue la moyen de 
ch**inement, est un tuba eapillaireu celui-ci peut etre 
rdaiiae dans un materiau semi-rigide (pl-astioue) et etre de 
petit diaoetre de 0,1 a 4 wa. environ et de preference de 
1' 3 SUfi. Ce petit diametre interne assure un bon eohange 
de chaleur, qui depend du rapport entre la surface et le 
volume, et permet done des * variations repides de la 
temperature, beaucoup plus que pour un eehantillon contenu* 
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dans un tube conventional de 0,5 a l,t> ml. L' echantillon 
traits darn* I'appareil ob}et de 1* invention a 'un volume 
habituellement compris entre 1 *t 50 aicrolitrcs- 

5 Divers arrangement* du tube capillaire dans 1 ' espace so:.: 
envieagec. II pourrait pat example avoir une forme en 
spirale, constituer une boucle tennee ou etre lineaire. 
chaque tour de la spirale, chaque boucle ferae* ou chaquo 
passaqe ae la longueur du tube capillaire lineaire 

10 constitue un cycle therm! que, dana lequel 1 'euhentillon 
traverse deux ou plusieurs rones thennostatees a aes 
toreperaturca differentes comprises entre 4 et 150'C. T,es 
. eylea thermiques suivants- Musqu'a 100) sent, realises par 
un nuuveau tour de la spirals, un nouveau passage dans U 

13 boucle rermee, ou 1« retour de 1'cchantillon dans la 
direction inverse cur la longueur du ' tube capillaire ■ 
1. ineaire . 

Les zones thermostatees peuvent etrA disposes ' eelon un 
systeme discontinu ou un systems continu. Dana un systems 
20 discontinu, 1m zones' sont ccparees par un* barriere 
physique, qui n'eet franchie que par le tube capillaire. 
Chaque zone dispose d'un systeme autonome de chauffag* ou 
do refroidissement. La trontiere entre zones-Its icole dcs / 
effete thermiques de la ou de* zone(e) ad'jaccntc (s) . bans 
un systeme continu, il n < exists pac de barriere physique. 
Le tube r.apillaire franchit un gradiexit de temperature 
.eftntinu et directionnel qui peut etre cree dans un milieu n 
-•-lio^ide^^zejj^^ Un cnangement de milieu off re la I 

possibilite d'obtenir un gradient de' temperature continu j 
mais irreguiier. 



25 



30 



La Vitesse- de circulation de 1 'een'antilioh. dans le. tube 
capillaire a un efret important sur le tra dement ' de 
celui-ci. Si l'echantillon se deplace tree lentement dans 
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une zone, sa temperature v a ■ „ 

™n-ou devoir tr*c prochl h " " twi P te ^ *• ^ 

<UpUc.tr*. vite * tr.vor. " * V^intmon « 

=•«• zone sur l-^ntiii ' 1,effet th «» 4 *« *• 

l U ai r nt (P " tie ndta11 - — * ; 

issr: ::r::r a ' pe ™ sa rotat " n ~ 

Dar ,. • I- U 6 ° n d6 P la ^enr ( 6 y Steoe Hn«i„). L'autre 
solidement connects* i- 1UA . ■ 
-n 31 «e. en aU moins u». • p^ioul. solid. (qle JL 

er ? o"' SUSPenSi0n dB ai ^-^cules dans un li^id!,' 
ere.) ou au moms unc particul* liquid., 
-par un circttit ^pneuiaa I igue ; 

- par capj.Uari.te passive; 

- par un d. po»p.g. ther^e «ee pttl ; l4 p r0 x lJa ite 

:"pm a s ;; e . qazeuses * d - u^tJ^.: 

aSMCiitlen de deu * «« PlUSieurs d e c.e precedes, I* 
»ouv ea . n t u. l^chantillon p.ut .tr. control*^ ^ 

fwr.il objet de I- invention utilise un sye U*e 

rIT«. T*' rePr ^ n ^ Par 1« ^"Uir./e.-qui reduit 1. 
r^que de contamination Ml***.!*. lor3 du tralteittflt de 
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1' echantillon bioiogique. 

T. ! invention est illustree par reference aux eeheraae: 

Lee figuree la, lb et lc sont dea representations 

achematiques de 1'appareil objel de 1 ' invention , presentanU 

3 respectivement les tubes eapiiiaires de rorme helicoidaie, 
en boucle feraee et lineaire: la figura 2 A*t. un* vue an 
coupA, SAlon la 'ftar.Mon II-II de la figure 3, d'un appareil 
objat de 1* invention dans lcquel lc tub* capillaire a une 
forme dc boucle fermee; et 

10 la figure 3 est un« vut en coupe da l f appareil de la 
figure z, selon la section 11-11 de la figure 2, 

T,» figure la, b et' c presantent trois echexnas. Dane chaguc 
cas, il exiete trois zones thermoatatees I, n et III a 
travera lesquelles 1 ' echantillon situe dans le rube 
15 capillaire passe au cours d'un cycle thenuique. Les zones 
tftermostatees i, II et III pourraient etre ra'mpiacees par 
un gradient de temperature r.ontinu ou diseontinu. Dans la 
fonne en spirale do la figure la, il existe autant de 
.boucles que dc cycles thermiquea a realiser. Dans la form* 

2 0 en boucle fermee de la* fiyure lb, il n ' existe qu'une seule 

bougie: chaque cycle thermigue consists en un tour corcplet 
de 1' echantillon biologique dans cette hour.lA ferine** Dans"" 
la forme . 1tn*air* do la 'figure lc, le premier cycle S*} C 
theraique est realise par lc passage dc 1 • echantillon de la '[, l nt^ 
25 gauche vera la droite, . success iveiueht dans les zones- 
thermostatic* I, 'II et III. Le second cycle thennique est 
realise par le retour de 1' echantillon de la droits vers la 
gauche, a travers 1** zones thermostatees III, II et I. 
Chaque cycle de nuadro d'ordre impair reocemble au premier . 

3 0 et ohaquc cycle* de rang pair ressemble au second. 

L' echantillon. traverse 1« none II dans les deux directions, • 
de sorte qu'on. aboutit * a la . succession de ,. zones ' 
tneraostatees I, II, III, 111, it/ t, t/ it, tit, tti, 11, r. :. • ;■ 

T... Le passage * dans la zone II au cours das eylcc ' 
35 impairs pcut toutcfoi3 etre accompli rapidemenr; pour ' 
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minimlser son effet: d* plus, 1, durco de sejour ddJI> i«, 
zones I et Til pent otra ajustee pour ubtenir la meme 
sequence I, „, z< II( IIX> ^ 1Jf j^.^,^ lM 

arrangements en spiral* «i en boucie fernea. 

Dins lg S £igures 2 et 3, 1 'appar.il 'illuafre correspond i 
l'arranqaaent «n boucle ferBiec de j . invsn6lon( avec u „ 
sy K fm* aaenetique de de P lace«ent de 1 -eeftantillon 
biologiguc ct un systems Uiscontinu de Cones thermftstatees. 

L'appareil. est muni d'un tube rapilla ira « gui fornie une 
boucie rennee.. Le t„s* capinaire (C) est muni d'ur.e 
oranche e p«»r 1' entree dc 1 • echantillon a traiter et 
d'un« branehe e pour sa sortie apres traltement. 



re una 



^ de (13) p*ut se depiacer selon Va*e b-b entrc 
position radiale Interieure (le tuba capillairc 6 s<- ap puiV 

15 sur la parol 5) et un? position radiale exterieure (les 
branches a ,t s du oapillaire s'eppuient sur les 
elements i4). Dan3 la posix . ion interieure, la boucie 
capillaira s « 5t interrompue et les branch** e et s sont. 
ouvertes p UU r permettre l'entre* et le retrait de 

20 l 'echantillon. uans la' position 6 *t«rieurc, les branches « 
et .s .sont fermees «t 1 ' echantillon pout subii ses cycles 
aans le eapillaire 6f . en bouele fermee. La cle . 13 est 
daplacaa par des aoyens externes a 1'appar.eil. qui n» sont 
pas illustres sur le schema. 

23 Vu systene maonetique est employe pour' feire circuler 
l'«chantillon dans le capiliaire c en boude ' letnee. Ce 
system* conprend u * aimant 4 port* par un bras ' 2 retenu par 
Un * xa 3 " I!sM . 3 «t supporte en 11 et entrain*' par un 
»oteur .l2. JVaiaant ■ 2 ag'it sur una partia foraee de 

30 micro-globules metalliques en suspension dans de l'huile ' 
. mineral*. Cette' partia est eituea dans le tube wapillaire 6. 
en butee avec 1' echantillon. 
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Au coure d'un tour de 1 * echantillon dans le capillaire 6 en 
boucle ferroee, il passe & proximite des compartiinents 
theuuostates 7, it> et 16. T.» Echantillon est sous 
l'inlluence thernique du compartiaent cn fac« duquel il 
5 trouvft. Chacun dm cost eompartiaenta 7, ID et 16 est iey^l* 

A una temperature comprise «ntre 4 et . 150'C. Les 
eoapartiaents sont isoles d'une attache 10, nue par un 
support 9, d'un espace regiafcle S. 

Le moteur 12 *st eontrole par un microproce sgeur 

10 programmable, qui perwet do determiner divex* parametres de 
1» echantillon. Ces parametres conprennent la nomAre total 
dc cycles auquel dole etre soumis i • echantillon, la vitssftft 
de _ deplac«went des echantiilons , ainsi que 1© nombro, 
i' emplacement et la duree d*s arretc do 1 « echantillon au 

13 cours de chaque r.ycle. Lo aicroproeesseur est interface 
avec nn thermocouple qui nesure ea permanence la 
tampdraturc' reelle de. 1 ' echantillon . dans le tube 
eapillaire 6. l*s divers parametres du mouvATti»nt da 
1* echantillon peuvent done etre r^les en f ©notion .,de la 

20 temperature mesuree, anus le controls. _du . mieroproeesseur 
Le mieraproc-Mseur programs peut aussi diriger le 
niouvamant dee cles 13, ' regl«r la temperature, des 
eompartiaents 7, 15 l$ et gouvierner les . appareillagp« 
etfternes, notamment une .pompe peristal tiqii* qui dirigo le 

25 roouvemant de 1* echantillon dans les branches d' entree et de 
sortie." La figur* 3 present© troic cl«3 13 independantes 
Chacune accompagnant un* tube capillaire 6- 
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HE VfcNPICATTOX-S 

1. - Appar*il destine a I 1 execution automatize et repeteft 
d'un cycle thcrmique pour le traitement d'un echantille-n 
biologique, cet appareil comprenant: 

un* enceinte close conformed pour oonatituer un xuuyyn 
de cheminement d'un Achantillon bioloqique, 

des moyfttis pour assurer le deplacement de 1 1 echantillcn 
biologique cur la totalite du moyen de cheminement. Pt 

dee cones a regulation thermique differcnte, 
success ivement traversees par 1a jnoyen de cheminement. 

2. - App&reil, salon la revendication 1, dans lequel 
l 1 enceinte constituant le moyen d* cheminement. est un tub* 
capmaira. 

3. - Appareil, selon la revendication 2, danc lequel le tub* 
capillaire est realise danc un • matexieu plastique 
semi-riqiae. * 

4..- Appareil, selon les fevendications 2 ou danc lequel 
le tube capillaire a un diametre interne compric cntre o,l 
ct 4 man . , 

3.* Appareil/ *elon l'une quelconque des revendicati'ons 
1 a. 4, dans lequel 1" enceinte qui cohstitue le moyen.* de 
chAminement, se presenile sous forme 6piralA. 

6. - Appareil, selon l'un* quelconque dee revendications 
1 a 4, dans lequel 1 'enceinte, qui constitue le moyen dA 
Cheminement, forme. une bouele fermee, 

7. - Appareil, selon l'une quelcongue dee revendications 
•1 & 4, dam* lequel 1 'enceinte, qui oonstitue le moyen de 
cheminement , est de forme lindaire. 
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8.- Apparcil, selon I'une quelconque des revendicatiuusi 
1 a 7, dans lequel les moyens de cnauitacpe et da 
3 rerroidissement de 1 Vecnantillon biologique comprennenr 
deux ou plusieurs zones thermriRtatees traversers F a * le 
Tnoyp.n Ha r.h*min«ment . 

9*- Appareil, selon l'un* quelconque ■ des revendications 

I a 8, dans lequel les zones thennostatees constituent un 
10 systeme discontinu, cftacune d'elle etant ianl** par rapport 

a la suivanta et riisposant d»un system© autonomc do 
chauffage et do ref roidiee.eroent . 

10. - Appareil, selon la revendication 8, dans lequel les 
zones tnermostatees constituent un systems cnntinu" dans 

15 1' enceinte du moyen d* cheminement, afin de fournir un 
gradient de temperature continu ct directionnel . 

11, - Appareil, selon la revendication 10, dans leouei ie 
gxadient thermique es- irrequlier. 

12. - Appareil, s*lon l*une queloonque dee revendications 

2 0 1 a 11, dans lequel 1c . moyen de deplaceroent de- 

I I echantillon biologique coraprend un . systeme magnetique 
constitue; 

d'une partie magnetique dans laquelle 1 'eneeint* dn 
moyen de cheminement at. 1 'echantillon biologiguec cont 
25 adjacents. 

d'un aimant externa agisaant sur la partie magn*tiqu«' 
pour deplacer celle-ci et par la suite 1 1 echantillon. 

13, - Appareil, selon la revendication 12, dans lequel la 
partie magndtiqiiA >st un ainant selido ou une cucpencion de 

3 0 micropartieulec magnetiqucc . dans un liquide non-miscible 

avoo l'-dchantillon biologique. ■ 
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14,- Appareil, selon l'un© cjuclconcfue des. revendica'cions 
1 a 11, dans lecpiel • le raoy^n de deplacement d« 
1 1 echantillon biologique met en oeuvre nrt circuit 

5 15,- Appareil, selon l 1 unp (jualconquc des revendications 
1 a 11, dans lequ*l lc noyen dw daplacement de 
1 ' ecbantillon biologique utilise l'efret d'un pipage 
thenaique cr6& par la p'roximite de masses gazeuses a dec 
temperatures dirierenT:es dans l'encftint© sua conctitue le 

10 moyen tie chemineraent 

Ifc.- Appareil, selon lec revindications 2 a 11, dans 
lequal 1© noygn da deplaceroent de 1 ■ 6chantillon bir>logiqua 
comprond l'effet d'une uapi'llarite passive. 

17.-Appare.il, selon la r*vendication 3 a 11, dans lequel , 
.15 le moyen de d^placejngnt de 1 1 echanuillon . biologiqfue 
mat en op.nvre uno pompa peristal Lique* 
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